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Quantificacao de vibrios, de coliformes totais e termotolerantes em ostra nativa Crassostrea
rhizophorae, e na agua do estuario do Rio Jaguaribe, Fortim-CE
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RESUMO: Este trabalho objetivou a quantificacdo de Vibrio e de coliformes totais (Ct) e
fecais ou termotolerantes (CT) através do NUumero Mais Provavel (NMP) em amostras de ostra
(Crassostrea rhizophorae) e das dguas onde elas foram capturadas. As amostras foram coletadas no
estuario do Rio Jaguaribe e transportadas em caixas isotérmicas ao laboratdrio, onde foram
realizados os testes microbioldgicos. Para Ct o NMP variou de <1,8 a 3.500/100mL na &gua, e de
<1,8 a 9.200/g nas ostras, enquanto que para CT, variou de <1,8 a 490/100mL e <1,8 a 430/g para
agua e ostra, respectivamente. A analise estatistica revelou concentracfes significativamente
maiores de Vibrio e Coliformes nas ostras do que na agua, confirmando o potencial bioacumulador
destes organismos. As amostras de dgua mantiveram-se dentro dos limites para CT estabelecidos
pela Resolugdo N°357/2005 do CONAMA. As ostras foram avaliadas segundo The European
Union Shellfish Quality Assurance Programme-EUSQAP, tendo em vista a inexisténcia no Brasil
de padrbes regulamentadores de CT em ostras in natura, consumidas cruas. De acordo com este
Programa, todas as amostras mantiveram-se dentro dos padrdes aceitaveis. Nao existe legislagdo no
Brasil que regulamente Vibrio em A&guas ambientais. Pelo fato dos moluscos bivalves,
especificamente as ostras, serem frequentemente consumidos na sua forma in natura, seria de
grande importdncia a implementacdo de uma legislacdo adequada que regulamentasse a
concentragdo das bactérias avaliadas neste estudo.
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Quantification of vibrios, total and termotolerant coliforms in wild oyster Crassostrea

rhizophorae and in water from the Jaguaribe River estuary, Fortim- Ceara State

ABSTRACT: This study was designed to assess the contamination of oysters (Crassostrea
rhizophorae) and its living water by Vibrio, total coliforms (TC) and thermotolerants fecal
coliforms (TFC) through Most Probable Number (MPN) estimates. The material consists of
samples withdrawn at the Jaguaribe River estuary (Ceara State) which were readily taken over to
laboratory where the pertinent microbiological tests were made. The MPN estimates for TFC
varied in the ranges of <1.8 — 3,500/100mL and <1.8 — 9,200/g in water and oyster, while those
for CT varied in the ranges of <1.8 - 490/100mL and <1.8 - 430/g, respectively. Contents of
Vibrio and coliforms were found to be statistically greater in oysters than in water, what attests to
the bioaccumulative potential of these organisms. The water-derived estimates were kept within
the limits set up by CONAMA’s Act # 357/2005. The oyster-derived estimates were also kept
within acceptable quality limits, but in this case according to standards set up by The European
Union Shellfish Quality Assurance Programme, given the lack of lawful MPN values for Vibrio
and TFC to regulate the consumption of fresh oysters in Brazil. Since most bivalve mollusks,
especially oysters, are eaten in their raw state, it would be highly desirable that specific

guidelines were undertaken to prevent their contamination by Vibrio and coliforms.

Keywords: Vibrio, Total and Termotolerant coliforms, oyster Crassostrea.rhizophorae.
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Introducéo
A contaminacdo de  alimentos por
bactérias patogénicas é de grande interesse
para a salde publica.

De acordo com Germano et al. (1993),
séo confirmados apenas 1,0 a 10% do numero
real de surtos de Doencas Transmitidas por
Alimentos — DTA’s. Embora as estatisticas
brasileiras sejam precarias, acredita-se que a
incidéncia de doencas microbianas de origem
alimentar seja bastante elevada (Franco &
Landgraf, 1996).

Moluscos bivalves sdo organismos
filtradores que possuem a capacidade de
acumular, principalmente em suas branquias e
intestino, substdncias e microrganismos
presentes na agua. Uma Unica ostra possui a
capacidade de filtrar, aproximadamente,
quatro litros de agua por hora, de maneira que
a quantidade de bactérias em seu intestino é
superior a encontrada na agua circundante
(Wood, 1979). A ostra do mangue,
Crassostrea rhizophorae, apresenta uma

distribuicdo geografica que abrange a regido

Sul do Caribe, Venezuela, Suriname e Brasil
até o Uruguai (Rios, 1994), sendo uma das
principais espécies de bivalves consumidas no
Nordeste brasileiro. Em diversos Estados
brasileiros, inclusive no Ceara, tem-se por
habito o consumo desse molusco na forma in
natura. A microbiota presente na carne desses
organismos estd diretamente relacionada ao
ambiente do qual eles se originam (Zamarioli
et al, 1997) sendo o0 seu consumo,
frequentemente, relacionado com doencas
infecciosas de origem alimentar (Cook et al.,
2001; Jose, 1996).

A maioria dos padrbes que
normatizam a qualidade microbiolégica da
agua de cultivos utilizam a quantificacdo de
coliformes, pois este grupo € indicador de
contaminacéo fecal (Machado et al., 2001).

O presente trabalho teve como
objetivo quantificar Vibrio, coliformes totais
(Ct) e termotolerantes (CT), através do
Numero Mais Provavel (NMP), em amostras
de ostras e de &gua provenientes do estuario
do Rio Jaguaribe, Fortim — CE. Paralelamente

foram determinados o0s parametros fisico



quimicos da &gua onde as ostras foram
coletadas.
Material e métodos
Durante o periodo de setembro de 2005 a
setembro de 2006 foram coletadas 15
amostras da ostra nativa Crassostrea
rhizophorae no estuario do Rio Jaguaribe, no
Municipio de Fortim — CE (Figura 1). Cada
coleta, feita durante a maré vazante, foi de
trinta ostras adultas, totalizando 450
individuos analisados.  Simultaneamente,
foram coletadas amostras de agua em frasco
ambar de 1 litro. Apos as coletas, as amostras
foram acondicionadas em caixas isotérmicas e
transportadas ao Laboratério de
Microbiologia do Pescado e Ambiental, do
Instituto de Ciéncias do Mar —
LABOMAR/UFC, onde foram realizadas as
andlises microbioldgicas.
Para a contagem de Coliformes Totais
(Ct) e Termotolerantes (CT) nas ostras, ap0s a
lavagem, secagem e abertura asséptica das
conchas, foram retirados 259 de carne

juntamente com o liquido intervalvar que, em

seguida, foram homogeneizados com 225mL

de solucdo salina 0,85% obtendo-se, desta
forma, a diluicdo 107, a partir da qual foram
preparadas as demais diluicdes, de 102 a 10™.
As determinacdes de Ct e CT foram
realizadas segundo Garthright (2001).

Para as contagens de Vibrio foram
adotados 0s  mesmos  procedimentos
empregados para contagem de coliformes,
fazendo-se uso de salina a 1% esterilizada
(Kaysner & Depaola Jr., 2004).

As variaveis fisico-quimicas,
salinidade (S), oxigénio dissolvido (OD) e
temperatura (T) foram determinadas in locu
durante cada amostragem, enquanto o pH foi
medido no laboratério. Os equipamentos
utilizados foram: refratbmetro Biobrix 211 BP
(salinidade), oximetro Lutron DO-5510 (OD
e T) e pHmetro Marconi PA200P (pH).

Todos os resultados de NMP de CF,
CT e Vibrio encontrados nas amostras de agua
(NMP/mL) e de ostra (NMP/g) foram
logaritmizados e comparados pelo teste t de
Student ndo-pareado unilateral, para um nivel

de significancia de 5%, usando o software

BioEstat 4.0. Para verificacdo de correlacéo,



0s resultados obtidos foram comparados
atraves do coeficiente de correlacdo de
Pearson, utilizando-se 0 mesmo programa

estatistico.
Resultados e discussao

Os valores de NMP para Ct para as
amostras de agua e ostra variaram de <1,8 a
3.500/100mL e de <1,8 a 9.200/g,
respectivamente, enquanto que, para CT nas
amostras de agua variaram de <1,8 a
490/100mL e nas de ostras de <1,8 a 430/g

(Tabela 1).

Os atuais padrGes microbioldgicos
para alimentos estabelecidos pela Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa,
2001), Resolugdo N° 12, n&do limitam Ct ou
CT em moluscos bivalves in natura
consumidos crus, o que dificulta a avaliacdo
da qualidade microbiol6gica desse alimento.
Na Portaria anterior N° 451 (Ministério da
Saude, 1997), havia limites maximos de NMP
de 10%g para CT nesse tipo de alimento.
Entretanto, uma vez que esta Portaria esta

revogada, foi utilizado The European Union

Shellfish Quality Assurance Programme -
EUSQAP (Rodgers, 2001) para classificar a
qualidade  microbioloégica  das  ostras
analisadas. Segundo esse Programa, oS
moluscos séo classificados em trés categorias:
A, B e C. O que difere uma da outra é a
quantidade permitida de CT por 100g de
massa visceral juntamente com o liquido
intervalvar. Na categoria A, a permissao é de
< 300 CT /100g; na categoria B 90% das
amostras ndo podem exceder a 6.000 CT/100g
e na C ndo podem exceder a 60.000 CT/100g.
De acordo com esse Programa, as amostras
seriam assim classificadas: onze (73,3%)
estariam na categoria A; duas estariam na

categoria B (13,3%); e duas na categoria C

(13,3%).

Com relacdo as analises de &gua,
seguiu-se os padrdes para corpos d’agua
estabelecidos pelo Conselho Nacional do
Meio Ambiente — CONAMA em sua
Resolucéo 357/2005 que determina que para o
cultivo de moluscos bivalves destinados a
alimentagcdo humana, a média geométrica da

densidade de coliformes termotolerantes, de



um minimo de 15 amostras coletadas no mesmo
local, ndo devera exceder

calcularmos a média geométrica, encontramos um

43/100mL. Ao

valor de 6,18, o que significa que as amostras de

destinados a alimentacdo humana.

agua estariam dentro do padrdo exigido pelo

CONAMA (2005) para cultivo de bivalves

Tabela 1. Numero Mais Provavel (NMP) de Coliformes totais e Termotolerantes e de Vibrio spp. em amostras de agua

e de ostra coletadas no Estuario do Rio Jaguaribe, Fortim- CE.

Coliformes Totais Coliformes Termotolerantes Vibrio
Coleta Agua Ostra Agua Ostra Agua Ostra

(NMP/100mL) (NMP/g) | (NMP/100mL) (NMP/g)| (NMP/100mL) | (NMP/g)
1 <18 20 <1,8 <1,8 6.450 9.200
2 <18 110 <1,8 110 7.000 330
3 2 170 2 2 35.000 9.200
4 29,9 <18 27,6 <1,8 24.000 9.200
5 <1,8 2 <18 2 14.000 9.200
6 33,4 9.200 31,4 27,86 >1.600.000 4.300
7 45 <1,8 4,5 <1,8 >1.600.000 >16.000
8 2 <18 2 <1,8 13.000 >16.000
9 7,8 <18 2 <1,8 >1.600.000 >16.000
10 <18 2 <18 <1,8 24.000 >16.000
11 50 2 20,6 2 21.000 >16.000
12 93 34,2 68 12,2 920.000 9.200
13 3.500 430 490 430 920.000 16.000
14 <18 <18 <18 <1,8 45.000 35.000
15 <18 2 <18 2 45.000 350.000




Os testes estatisticos revelaram que
houve diferenga estatistica (0=5%) entre as
amostras de agua e ostras tanto para Ct
(p<0,0001) como para CT (p<0,0001). A
analise constatou a existéncia de correlacéo
entre Ct e CT da agua (r = 0,6022 e p =
0,0175) e da ostra (r = 0,7311 e p = 0,0019) e
entre CT da 4gua e CT da ostra (r = 0,6286 e
p = 0,0120). E interessante frisar que 0s
resultados de CT das amostras de &gua, para
uma melhor comparagdo com a legislacdo do
CONAMA (2005), estdao grafados na tabela
em NMP/100mL, e os de ostra sempre em
NMP/g, entretanto, para a aplicagao dos testes
estatisticos os dados foram transformados em
unidades semelhantes a fim de possibilitar a
comparagdo dos resultados. As amostras de
ostras apresentaram numeros de Ct e CT
estatisticamente maiores que as amostras de

agua.

Machado et al. (2001) sugerem que a
determinacdo de Ct em tecidos moles e
liquido intervalvar, para avaliar a qualidade
maiores

dos moluscos, apresenta

possibilidades como padrdo de normatizacéo

no cultivo do que a analise em agua das areas
produtivas, uma vez que as ostras seriam
concentradoras dos residuos, e

consequentemente, dos CT existentes na agua

onde ela estivesse inserida.

Nas contagens de Vibrio o NMP das
amostras de 4agua variou de 6.450 a
>1.600.000/100mL e nas ostras de 330 a
>16.000/g. Néo existe legislacdo no Brasil
gue regulamente os niveis toleraveis de Vibrio
em moluscos bivalves, nem em 4aguas

destinadas a aquicultura.

As concentracbes de Vibrio nas
amostras de ostra foram estatisticamente
maiores (p = 0,0001) que nas amostras de
agua, confirmando que as ostras, sendo
animais filtradores, possuem a capacidade de
concentrar em seu intestino, bactérias
presentes na agua (Wood, 1979; Nunes &
Parsons, 1998). Alem disso, a analise
constatou presenca de correlagdo entre CT e

Vibrio na agua (r = 0,5247 e p = 0,0446).

Outra hipodtese, que pode explicar as

maiores concentracfes de Vibrio observadas



nas ostras, seria a descarga de efluentes
contaminados e o0 carreamento de matéria
organica para o estuario. Em estudo realizado
nesse mesmo estuario, foi observada durante
0s testes microbioldgicos, uma alta
positividade para CT em alguns pontos do rio
possivelmente devido ao langcamento de aguas
residuais (Vieira et al., in press). Ainda,
segundo estes autores, a poluicdo organica de
natureza fecal pode favorecer a multiplicacédo
dos vibrios.

Os  parametros  fisico-quimicos,
durante o periodo amostrado, apresentaram as
seguintes variagdes: Temperatura (T) de 28,8
a 31,5°C; Salinidade (S) de 6 a 45%o;
Oxigénio Dissolvido (OD) de 3,8 a 7,0mg/L;

e pH de 6,90 a 8,23 (Tabela 2).

As elevadas temperaturas e a pequena
amplitude térmica apresentada durante o
periodo amostrado podem ser consideradas
normais para os tropicos e, nestas condigoes,
0 desenvolvimento de bactérias mesofilas é
favorecido. De acordo com Gauthier et al.
(1993), o risco de poluicdo em aguas

marinhas por Escherichia coli e por

enterobactérias patogénicas para 0 homem, é
muito mais acentuado em aguas quentes e
ricas em matéria organica. Vale salientar que
o crescimento de coliformes termotolerantes
pode ocorrer em temperaturas de até 44,5° C
(Mendonca-Hagler et al., 2001).

De acordo com West (1989), os
vibrios podem aparecer em  grandes
concentragcbes quando as temperaturas das
aguas aumentam e, em regides temperadas,
eles estdo presentes na dgua do mar durante
todo o ano, porém, sua concentracdo é
exacerbada nos meses quentes, aumentando
sua acumulacdo nos moluscos filtradores e em
outros animais marinhos. Lima (1997)
também afirma que os vibrios dependem
diretamente da temperatura do meio para seu
desenvolvimento.

A salinidade se manteve em niveis
elevados durante as dez  primeiras
amostragens, regredindo notavelmente nas
coletas 11, 12 e 13 em decorréncia do periodo
chuvoso, variando de 6 a 45%o0 durante o
periodo amostrado. De acordo com a

Resolugdo N° 274 (CONAMA, 2000), para



estes valores de salinidade as aguas séo
classificadas em salobras (0,5 a 30%o) e

salinas (>30%o).

Os trés pontos onde foram detectados
maiores quantidades de Vibrio na agua,
inclusive com valores indefinidos para NMP
de > 1.600.000 / 100mL coincidiu com as
mais altas medidas de salinidade (até a 10°
amostra), indicando que Vibrio depende de
NaCl para se reproduzir (Wong et al., 1992).
De acordo com Murray et al. (2004), as
espécies de Vibrio crescem naturalmente em
estuarios e ambientes marinhos no mundo
inteiro, sendo todas as espécies capazes de
sobreviver e se multiplicar em 4aguas
contaminadas com elevada salinidade e
temperatura variando de 10 a 30°C.

Segundo Rozen & Belkin (2001), o pH
da agua do mar se situa normalmente entre
7,5 e 8,5 e sofre influéncia da temperatura,
pressdio e atividades fotossintética e
respiratoria dos microrganismos.  Estes
autores afirmam que um pH em torno de 8,0
contribui para um efeito deletério na

sobrevivéncia de E. coli, enquanto que um pH

mais 4cido, de aproximadamente 5,0,
favorece 0 desenvolvimento da bactéria. As
aguas examinadas variaram o pH de 7,60 a
8,23 (Tabela 2) sendo que as aguas
consideradas salinas estiveram dentro do
intervalo de normalidade no pH. O mesmo
ndo se pode dizer da medida de Oxigénio
Dissolvido (OD), pois cinco medidas de OD,
das amostras consideradas salinas, estavam
abaixo do preconizado pela Resolugdo 357
(CONAMA, 2005) (Tabela 2). Segundo esta
Resolucdo, aguas salinas onde haja pesca ou
cultivos de organismos para fins de consumo
intensivo devem apresentar uma medida de
OD nunca inferior a 5,0 mg/L. Aguas salobras
devem, segundo a mesma Resolucdo,
apresentar medidas de OD ndo inferior a
4mg/L. Assim, um total de seis medidas
(40%) de OD estaria fora do limite
recomendado pela Resolucdo supracitada. E
importante considerar, entretanto, o horério
das medicdes e a nebulosidade na ocasido da
coleta, uma vez que nas primeiras horas do
dia e em dias nublados os niveis de OD sdo

geralmente  reduzidos. Como  mostra



claramente a tabela, as menores concentragdes
de OD ocorreram no inicio da manha,
enquanto que os valores mais altos ocorreram
principalmente em horarios de maior
insolacédo (Tabela 2).

Aguas que abrigam  moluscos

quitinosos possibilitam o desenvolvimento de

vibrides patogénicos, sendo o consumo destes

moluscos frequentemente associado  as
infecgcdes causadas por Vibrio (West, 1989).
Nos Estados Unidos, o Centro de Controle e
Prevencdo de Doencas (CDC) de Atlanta
estimou que, entre 8.028 infeccdes causadas
por Vibrio registradas, foram observadas 57

mortes (Mead et al., 1999).

Tabela 2. Variaveis fisico-quimicas durante o periodo amostrado.

Coleta Hora T(°C) S (%o) OD (mg/L) pH
01 12:10 29,6 37 4,60 8,06
02 11:45 29,6 40 6,00 8,10
03 11:35 29,6 40 6,80 8,23
04 11:15 29,5 41 7,00 7,65
05 10:20 29,6 40 4,90 7,60
06 10:00 29,7 40 5,00 8,02
07 11:35 31,5 40 5,70 7,69
08 07:05 28,8 44 4,60 8,23
09 09:30 29,5 45 4,70 8,16
10 10:40 30,7 42 4,70 8,02
11 07:00 30,4 16 3,80 7,65
12 07:50 29,2 25 4,08 7,97
13 11:30 31,0 6 5,60 7,60
14 16:55 21,7 38 6,20 7,86
15 17:00 28,0 38 6,10 7,93
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Tendo em vista o potencial patogénico
apresentado pelos vibrios a saude humana, é
de extrema importancia a elaboracdo de uma
legislacdo clara e especifica que regulamente
0s niveis destas bactérias em moluscos e em
aguas destinadas ao cultivo de organismos
aquaticos. Muito embora exista legislacdo
para CT em aguas de cultivo de bivalves
(Resolucédo 357, CONAMA, 2005), ndo existe
nenhum limite desses microrganismos na
RDC N°12 (ANVISA, 2001) para moluscos in
natura que serdo consumidos crus, fato ja

comentado anteriormente.

Conclusoes

Embora as ostras tenham apresentado
uma maior concentracdo de coliformes
Termotolerantes em relacdo as amostras de
agua, estas se mantiveram dentro dos limites
maximos permitidos em todas as amostras
analisadas, de acordo com The European
Union Shellfish Quality

Assurance

Programme — EUSQAP.

As amostras de agua mantiveram-se
dentro dos limites para CT determinados pela
Resolucdo 357/2005 (CONAMA, 2005) para
aguas de cultivos de moluscos bivalves
destinados a alimentacdo humana, indicando
uma boa qualidade da a4gua no local de estudo

(Estuario do Rio Jaguaribe, Fortim - CE).

Pelo fato dos moluscos bivalves,
especificamente as ostras, serem
frequentemente consumidos na sua forma in
natura, seria de grande importancia a
implementacdo de uma legislacdo adequada
que regulamentasse a concentragcdo das

bactérias avaliadas neste estudo.
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